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La presente invention se rapporte a un procede d'obtention de cellules 
aviaires, de preference des cellules souches aviaires, capables de croitre en milieu 
aserique ainsi que sur les cultures de cellules souches ou primaires aviaires en milieu 
aserique. L'invention concerne egalement l'utilisation de ces cultures pour la 
5 fabrication de vaccins, notamment de vaccin contre la variole et la grippe, ainsi que 
la production d'anticorps et de prot6ines recombinantes. 

Depuis plusieurs decennies, differents types cellulaires d'origine vari6e sont 
utilises pour la production de vaccins et de molecules recombinantes d'interet 
10 therapeutique telles les prolines et notamment les anticorps. Ces cellules sont 
d'origine humaine, simienne, canine, bovine ou aviaire. Au cours de leur culture'ces 
cellules ont en general subi des modifications dans leur genome, les transformant et 
leur conferant des proprietds specifiques telles l'irnmortalite. Les infections virales et 
les mutations spontanees dans des loci cles pour le contrdle du cycle cellulaire font 
15 parti des evenements d'immortalisation les plus connus. A titre d'exemple, on 
trouve, parmi les iignees les plus utilisees, les CHO (Chinese Hamster Ovary), HEK 
293 (Human Embryonic Kidney), Vero (Vervet Origin), MDCK (Madin-Darby canin 
kidney), BHK21 ( Baby Syrian Hamster Kidney), Hela (derivees d'un carcinome 
cervival), COS7 (Monkey Kidney), HEP2 (human epithelial like larynx carcinoma 
20 cells), MDBK (Bovine Kidney) et MRC5 (Foetal lung fibroblast), QT (cellules de 
caille). Les cellules primaires aviaires de type fibroblastique (CEF pour chicken 
embryonic fibroblasts) sont plus generalement employees pour la production de 
vaccins tels celui contre la grippe. 

Ces differentes cellules utiles a la production des vaccins et des molecules 
25 therapeutiques sont susceptibles d'exposer indirectement le futur patient a differents 
risques biologiques dus aux conditions de, cultures in vitro. En effet, ces cellules 
sont, en general, maintenues dans des milieux de cultures classiques disponibles 
commercialement necessitant une complementation en serum animal, tel que le 
serum de veau foetal, adulte ou nouveau-ne. lis peuvent en outre contenir des 
30 lyophilysats ou hydrolysats d'origine animal, vegetal ou. autre. 
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Le serum est une excellente source de nutriments pour la cellule. II apporte 
des sels mineraux, des vitamines, des facteurs de protection et de croissance, des 
hormones, et differents metabolites tels que le cholesterol, l'albumine, la transferrine, 
des facteurs d'attachements. Neanmoins, il presente de nombreux desavantages ou 
inconvenients dans son utilisation. Plus particulierement pour les societes 
pharmaceutiques : 

- son prix est 61ev<§, 

- la variability entre les lots lies a la variabilis biologique des animaux 
donneurs est importante, 

- c'est un melange non defini chimiquement, 

- la presence de proteines d'origine animale en production de proteines 
recombinantes rend le processus de purification plus complexe, 

- les risques de transmission d'agents pathogenes comme les bacteries, les 
champignons, les virus et le prion (BSE) ne sont pas negligeables. 

A la suite de la decouverte dans les annees 1980, de l'implication du prion 
dans l'etiologie de la maladie de 1'encephalite spongiforme bovine (BSE), les 
autoritds sanitaires ont reagi et publie des procedures et des recommandations tres 
strictes face a l'utilisation de milieu de culture cellulaire contenant des composants 
d'origine animale, tels le serum ou certains hydrolysats proteiques, dans les 
differentes productions vaccinales et de molecules recombinantes. La tracabilit<§ des 
produits utilises (origine, mode de production, certificats d'analyse) est devenue un 
imperatif incontournable. Les contraintes liees aux cultures et h la production de 
vaccins et de molecules a visee therapeutique ont ainsi augmente pour les societes 
pharmaceutiques. Actuellement les autorites sanitaires exercent une pression forte 
pour aller vers une amelioration des conditions de culture pendant 1'etablissement 
des lignees cellulaires et Ieur amplification. La tendance est 1'elimination totale de 
tout produit d'origine animale ou de produits derives dans les milieux. 

Ainsi, les milieux cellulaires ne contenant pas d'elements d'origine animale 
sont privilegies. Par ailleurs, les sera utilises proviennent de pays ne connaissant de 
preference aucun cas de BSE (USA, Australie, Nouvelle Zelande et jusqu'a tout 
recemment le Canada). Le serum est teste avant toute utilisation pour detecter la 



presence d'dventuels pathogenes connus el repertories (bacteries, champignons, 
mollicutes et vims...)- Pour prevenir les eventuelles contaminations virales avant 
utilisation, les sera sont en outre irradies a des doses massives (plusieurs dizaines de 
Kilo Grey). 

5 Dans ce sens, les fabricants de milieux de culture developpent des milieux de 

culture optimises pour un type cellulaire (par exemple HEK. 293, CHO, Vero, 
MDCK) qui ne n6cessitent pas de complementation en senim. Ces milieux sont dits 
aseriques. Or, la grande majorite des lignees cellulaires ne sont pas aptes a etre 
cultivees en absence de serum sur des milieux aseriques. Le passage d'une culture 
10 sur milieu classique supplement en serum a un milieu aserique est delicat et 
.demande un travail d' adaptation et de selection qui n'est pas evident. 

L' utilisation de ces milieux aseriques provoque differents stress pour les 
cellules en culture. Ainsi, les cellules subissent un stress U6 a l'adaptation ou 
habituation aux nouvelles conditions de culture. Cette phase d'adaptation entraine en 
15 general beaucoup de mortalite et une selection importante de la population. 
Egalement, les cellules en culture subissent un stress physique provoque" par 
l'agitation des cultures, consequence des forces de cisaillement beaucoup plus 
importantes dans les milieux aseriques qui contiennent peu ou pas de BSA (senim 
albumine bovine) ; cette proteine est en effet connue pour solidifier la membrane et 
20 ainsi proteger les cellules des forces de cisaillements permettant de faciliter 
l'agitation cellulaire et le transport. En general, la BSA peut etre remplacee par un 
substitut tel l'acide pluronique F68 ou le polyethylene glycol. Par ailleurs pour les 
cellules adterentes, un probleme d'attachement au support est a souligner, les 
facteurs d'attachement £tant apportes en general par le serum dans les milieux 
25 classiques de culture. 

Or, a notre connaissance, aucune lignee cellulaire aviaire n'a 6t6 maintenue m 
amplified en culture sur de tels milieux asenques. Le probleme que se propose de 
r6soudre la presente invention est de developper des modeles de cellules souches 
aviaires capables de proliferer sur du long terme, en suspension ou adherentes, sans 
30 1'apport de cellules nourricieres {feeder cells), de facteurs de croissance et/ou de 
serum, dans un milieu de culture asenque. La presente invention fournit done un 
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procede d'adaptation des cellules souches aviaires aux milieux aseriques. Plus 
preciscment, l'invention propose une mSthode permettant d'adapter de fa?on directe 
les cellules souches aviaires a des milieux aseriques, d'effectuer une adaptation sur 
plusieurs passages pour de nombreux milieux aseriques, ou d'effectuer cette 
5 adaptation a un stade pr<§coce sur des cellules souches aviaires encore dependante de 
la couche nourriciSre (feeder). 1/inventeur a en outre d&nontre qu'il est possible de 
maintenir les cellules souches aviaires en culture sur du long terme dans un milieu 
aserique, et d'effectuer des cycles de congelation~d6cong61ation de cellules dans ces 
milieux aseriques. 

10 La pr^sente invention concerne ^galement des lignees de cellules souches 

aviaires, des lignees de cellules primaires aviaires, des ligndes aviaires differenciees 
ou non capables de croitre pendant de longue periode de temps en milieux aseriques. 
Ces cellules selon Pinvention constituent un support original et performant pour Ja 
production de molecules proteiques, notamment de prot&nes recombinantes a vis£e 

15 therapeutique telles les anticorps, et de vaccins [virus de la vaccine (demande EP n° 
03291813.8), de la grippe...] du fait de leur origine aviaire (WO03/076601). Les 
HgnSes selon Pinvention pr£sentent Pavantage de ne pas avoir subi de processus 
d'immortalisation par mutagenese dirigee, virale, chimique ou par d'autres 
processus. Elles sont issues d'une selection de population par des conditions de 

20 cultures et d ! adaptation d^crites ci-apres et optimisees pour que les cellules puissent 
etre utilisees dans des modes de production differents en suspension ou en adherence. 
Les cellules souche aviaires selon Pinvention presentent l'aptitude d'atteindre un 
nombre Sieve de passages en culture sans connaitre le processus de senescence et 
ainsi de permettre une production de biomasse importante. Le procede selon 

25 Pinvention permet d'obtenir des densit6s cellulaires en milieu aserique comparables 
a celles obtenues dans des milieux classiques necessitant une complementation en 
serum. 

Les cellules de l'invention sont done destinies a se substituer aux lignees 
actuellement employees pour difKrentes productions de vaccins ou de peptides ou 
30 proteines recombinantes car elles possedent un avantage ind6niable en terme 
reglementaire compte tenu de leur aptitude a se developper en milieux aseriques 
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depourvus de composes d'origine animale. L'inventeur a done teste bon nombre de 
milieux aseriques disponibles dans le commerce aupres de differentes societes 
spdcialisees. 

Enfin, l'inventeur a demontre que les cellules souches aviaires selon 
l'invention sont susceptibles d'entrer en differenciation de facon massive et 
homogene en utilisant les milieux aseriques particuliers. L'invention concerne done 
egalement les precedes de differenciation ainsi que l'utilisation de ces milieux 
asenques en presence d'inducteurs specifiques pour induire la differenciation des 
cellules souches aviaires. 

DESCRIPTION 



La presente invention se rapporte a un procede d'obtention de lignees cellulaires 
aviaires capables de croitre en milieu aserique, caracteris6 en ce qu'il cpmprend les 
etapes suivantes : 

15 a) Culture de cellules aviaires dans un milieu classique complemente en serum 

et comportant l'ensemble des facteurs permettant la croissance cellulaire. De 
preference la culture cellulaire est realisee sur un tapis de cellules nourricieres 
inactivees {feeder layer), 

b) Au moins un passage en culture en modifiant le milieu de culture de sorte a 
20 obtenir mi sevrage progressif ou total du serum, 

c) etablissement de lignees cellulaires adherentes 6u non-adherentes capables de 
proliferer dans un milieu de base en l'absence de s^rum. 

Plus specifiquement, la presente invention se rapporte a un proc6d6 d'adaptation de 
cellules aviaires a un milieu aserique caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
25 consistant a : 

a) cultiver les cellules aviaires dans un milieu de culture classique complemente 
en serum ; 
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b) changer le dit milieu de culture classique de l'etape a) par un milieu de 
culture selectionne parmi : 

o un milieu classique (i) complement^ en s6mm et dilue au moyen d'un 
milieu aserique, puis cultiver par passages successifs les dites cellules 
5 aviaires dans le milieu (i) dans lequel la proportion de milieu aserique 

est progressivement augmentee jusqu'a disparition complete du milieu 
classique complements en serum (dilution progressive) ; 

® un milieu aserique complement^ en s6rum (ii), puis cultiver par 
passages successifs les dites cellules aviaires dans le milieu (ii) dans 
10 lequel la proportion en serum est progressivement diminuSe jusqu'a 

Pobtention d'un milieu aserique (sevrage progressif); 

* un milieu aserique (iii), puis cultiver les dites cellules aviaires dans le 
milieu (iii) (passage direct) ; 

c) maintenir en culture en milieu aserique les dites cellules aviaires qui se sont 
1 5 adaptees au changement de milieu et qui ont ete selectionnees. 

Les cellules aviaires selon l'invention sont des cellules selectionnees parmi 
les cellules aviaires, souches ou primaires, adherentes ou proliferant en suspension. 
Les cellules souches aviaires sont des cellules totipotentes ou pluripotentes. 

On entend par « milieu classique », tout milieu de base necessitant pour son 

20 utilisation au moins une complementation en serum de veau foetal. Parmi ces milieux 
on trouve & titre d'exemple le DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium et ses 
derives tel que le DMEM-F12, le HAM-F10, le HAM-F12, Tlscove's Modified 
Dulbecco 4 s Medium, le McCoy'sSA, le medium 199, le MEM, le GMEM (Glasgow 
Minimum Essential medium), et le RPMI 1640. Facultativement, selon la nature des 

25 cellules cultiv<£es avec ce milieu classique, il peut etre en outre necessaire de 
complementer le milieu avec au moins un des composes suivants : L-glutamine, 
pyruvate de sodium, beta mercaptoethanol, acides amines, vitamines, facteurs de 
croissance recombinants. 

Les cellules aviaires, notamment les cellules souches aviaires peuvent etre 

30 cultiv£es a l'etape a) dans un milieu classique tel que decrit dans [Pain B et al. (1996) 
Long-term in vitro culture and characterisation of avian embryonic stem cells with 



multiple morphogenetic potentialities; Development 122 : 2339-2348], EP 787 180 et 
US 6,114,168. On pcut egalement utiliser le milieu decrit dans US 5,340,740, US 
5,656,479 et US 5,830,510. 

On entend par « milieu aserique », un milieu, prSt a I'emploi, c'est-a-dire ne 
5 necessitant pas l'adjonction de serum, capable de permettre la croissance des cellules 
et leur maintien en culture (milieux SFM, serum-free medium). Ce milieu n'est pas 
forcement chimiquement defini, il peut contenir des hydrolysats d'origines varices, de 
plantes par exemple. De preference, ces milieux sont dit « non animal origin » c'est a 
dire qu'ils ne conticnnent pas d'elements d'origine animal ou humaine (statut FAO, 
10 free of animal origin). Dans ces milieux, les proteines natives du s6rum sont 
.remplacees par des proteines recombinantes produites de maniere synthetique ou de 
sources recombinantes. Parmi ces proteines on peut trouver par exemple l'insuline 
et/ou la transferine. Certains milieux aseriques ne contiennent pas de proteme 
(milieux PF, pour protein free) et/ou sont chimiquement definis (milieux CDM pour 
15 chemically defined medium). Les premiers comme leur nom l'indique ne contiennent 
aucune proteine. lis sont principalement developpes pour la production de proteines 
recombinantes ou d'anticorps et facilite 1'etape de purification. Les seconds ont une 
composition totalement definie, toutes les molecules les constituant ont leur structure 
chimique parfaitement connue. 
20 Les avantages de ces milieux sont multiples car ces milieux sont depourvus 

de serum, et les risques biologiques de zoonose lies a 1' utilisation du serum sont 
ecartes (risques deposition BSE et viraux) et il permettent une meilleure quality de 
production liee a une meilleure tracabilite et une purification optimisee. En outre, il y 
a moiris de variabilis entre les lots de milieux car ils sont mieux definis (milieux 
25 SFM et PF) ou totalement definis (milieux CDM). 

Le procdd<§ d'obtention et de culture de cellules aviaires capables de croitre en 
milieu aserique selon l'invention comprend en outre 1'etape d) d'isoler une (doner) 
ou plusieurs cellules aviaires, puis cultiver les dites cellules aviaires isolees dans un 
milieu aserique. 11 entre dans la portee de l'invention d'isoler, par exemple par 
30 dilution limite, une cellule aviaire obtenue par le procede de l'invention afin d'avoir 
une population clonale de cellules avaires capables de croitre en milieu aserique. 
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Altemativement Petape d) selon Pinvention peut consister dans Fisolement de 
plusieurs cellules aviaires capabies de croitre en milieu aserique, afin d'enrichir la 
population de cellules aviaires obtenues par le procede de Pinvention en cellules 
pnSsentant des aptitudes ou des caracteristiques particulieres ou superieures. 
5 Selon un premier mode de realisation, le procede selon Pinvention se 

caracterise en ce que le milieu de culture (i) comprend 10% a 60% de milieu aserique 
et respectivement 90% a 40% de milieu de culture classique, de preference de 25% a 
50% de milieu aserique, respectivement 75% a 50% de milieu de culture classique. 
Egalement, le procede selon Pinvention se caracterise en ce que le milieu de culture 

10 (ii) comprend entre 2 % et 7.5 % de serum, de preference 3%. 

La decision d'augmenter la proportion de milieu aserique dans le milieu de 
culture (i) ou de diminuer la proportion de serum dans le milieu de culture (ii) est 
conditionn6e par la vitesse de proliferation cellulaire et la morphologie des cellules 
aviaires en culture. Lorsque les cellules presentent des difficultes d'adaptation au 

15 milieu de culture (i), (ii) ou (iii) 5 ou des difficultes d'adaptation au milieu (i) dans 
lequel la proportion de milieu aserique a ete augments, ou au milieu (ii) dans lequel 
la proportion en serum a ete diminue, lors des passages successifs en culture, les 
dites cellules sont maintenues sur plusieurs passages dans le milieu de culture dans 
lequel les cellules presentent des difficultes d'adaptation, avant de poursuivre le 

20 processus de dilution ou de sevrage. En effet les cellules au cours du processus 
doivent conserver leur capacite a se diviser au moins toutes les 48 heures. La 
presence de figure mitotique est essentielle. La morphologie des cellules ne doit pas 
se rapprocher de celle de cellules vacuolisees, necros6es, apoptotiques ou 
senescentes. Par exemple, une chute brutale du nombre de cellules vivantes (taux de 

25 mortalite observe superieur & environ 50%) indique qu'il est necessaire d'altendre un 
ou deux passages supptementaire(s) sans modification du milieu ou avec une 
diminution de la concentration en serum moins sensible. 

Selon un autre mode de realisation prefer^e de Pinvention, Padaptation aux 
milieux as£riques des cellules aviaires, notamment des cellules souches aviaires, 

30 adherentes ou proliferant en suspension, est effectuee par sevrage total en une seule 
etape, sans etape pr£alable de dilution ou de sevrage progressif en s6rum. De 
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preference, les cellules sont cultivees en milieu classique comprenant de 2 a 3% de 
s^rum avant le passage direct en milieu aserique. 

Le procede selon l'invention peut en outre comprendre une etape 
d'engagement en diff6renciation des cellules souches aviaires, adherentes ou 
5 proliferant en suspension, consistant en I'addition dans le milieu aserique d'au moins 
un inducteur selectionne parmi les inducteurs globaux acide retino'fque et dimethyl- 
sulfoxyde (DMSO) ou specifiques, notamment EGF, bFGF, NGF, TNF, IL6, SCF, 
IL11 et CNTF. Les lignees de cellules aviaires differenciees ainsi obtenues a partir 
des cellules aviaires selon l'invention font egalement partie de l'invention. Ces 
10 cellules differenciees peuvent egalement etre des cellules precurseurs, qui 
correspondent aux cellules d'un tissu adulte ou embryonnaire partiellement 
differenciees (par opposition a une cellule souche totipotente) et qui sont a nouveau 
capable de se diviser et de se differencier. Ces cellules differenciees peuvent etre 
caracteris6es par l'expression de marqueurs moleculaires specifiques. Par « cellule 
15 differenciee », on entend toute cellule d'un tissu adulte ou embryonnaire specialisee, 
presentant des marqueurs specifiques ou remplissant des fonctions physiologiques 
specifiques. II est possible, dans un aspect particulier de l'invention, notamment pour 
des isolats particuliers ou des clones issus d'un isolat particulier obtenu au cours de 
l'etablissement, que ces cellules souches puissent contribuer a la lignee germinale. 
20 Dans ce cas, ces cellules souches etablies en lignees seraient des cellules souches 
embryonnaires. 

Le procede selon l'invention peut ainsi conduire a l'etablissement de lignees 
cellulaires. Dans le cadre de l'invention, on entend par « etablissement d'une 
lignee », le maintien de cellules en culture in vitro sur une periode considerable de 

25 temps. Avantageusement, les cellules issues des lignees obtenues a l' etape c) sont 
capables de proliferer pendant au moins 50 jours, 100 jours, 150 jours, 300 jours ou 
de preference au moins 600 jours. Des lors, ces lignees sont considerees comme 
pouvant croitre indefiniment en milieu aserique. Par « lignee », on entend toute 
population de cellules capables de proliferer indefiniment en culture in vitro en 

30 gardant peu ou prou les memes caract&istiques morphologiques et phenotypiques. 
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Dans un deuxieme aspect, l'invention porte sur 1'utilisation de milieu de 
culture aserique, comprenant facultativement un ou plusieurs facteurs de croissance, 
pour la culture et la cong61ation de cellules aviaires, souches ou primaires, 
adherentes ou non adherentes. En effet, les lignees mentionnees ci-dessous ont 
montre qu'elles peuvent etre amplifiers dans les conditions precitees, congelees sans 
serum et remises en culture en milieu aserique. 

Dans un troisieme aspect, l'invention porte sur un procede de production de 
vaccins, de virus ou particules virales vivants ou attenues, de peptides ou de 
proteines recombinantes, de preference a visde therapeutique telles les anticorps, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes de culture de cellules aviaires en milieu 
as6rique selon l'invention. 

A cet effet, les cellules issues des lignees etablies peuvent §tre gc§n6tiquement 
modifiees de maniere stable ou transitoirement avec l'aide des techniques a la portee 
de l'homme du metier. Ainsi par exemple pour produire un peptide ou une proline 
recombinante d'interet, telle un anticorps, les cellules selon l'invention peuvent etre 
modifiees genetiquement de maniere stable par recombinaison homologue ou par 
transgenese insertionnelle. Les vecteurs de recombinaison, d'insertion et/ou 
d'expression permettant de realiser ces modifications g6netiques sont bien connus de 
l'homme du metier. II convient de citer a titre d'exemples les vecteurs retroviraux ou 
les mini-chromosomes. 

Plus precis&nent, le procede selon l'invention de production de virus ou de 
particules virales vivants ou attenues, ou l'un de leur deriv6s recombinants, 
comprend en outre les Stapes : 

- d'inoculer des dites cellules aviaires avec le dit virus ou particules virales 
avec un coefficient m.o.i.(multiplicity of infection) compris de preference 
entre 0.01 et 0.5.et, 

- de cultiver les dites cellules en milieu aserique jusqu'a la lyse cellulaire et 
la liberation de nouveaux virus ou de nouvelles particules virales dans le 
milieu de culture. 

Les cellules aviaires selon l'invention sont de preference capables de supporter la 
replication de virus vivants ou att&iues, recombinants ou non. Neanmoins, les cellules 
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scion Pinvention peuvent etre modifiees transitoirement ou de maniere stable dans le 
temps par Introduction ou l'expression du ou des composants necessaires a 
l'accomplissement du cycle viral complet du virus dans la cellule. Ainsi, par exemple, 
les cellules peuvent etre modifiees de sorte a sur-exprimer le recepteur au virus a la 
5 surface de la cellule. 

Le dit virus ou particule virale, ou un de ses derives recombinants, est 
selectionne dans le groupe compose des adenovirus, des hepadnavirus, des 
herpesvirus, des orthomyxovirus, des papovavirus, des paramyxovirus, des 
picornavirus, des poxvirus, des r6ovirus et des retrovirus. Plus precisement, le 
10 poxvirus est un avipoxvirus, de preference selectionne parmi le fowlpox virus, le 
juncopox virus, le mynahpox virus, le pigeonpox virus, le canarypox virus, le 
psittacinepox virus, le quailpox virus, le sparrowpox virus, le starlingpox virus et le 
turkeypox virus. Selon un mode encore plus prefere, le poxvirus est selectionne parmi 
le virus de la vaccine et le virus de la variole (smallpox), natif ou recombinant. ' 
1 5 Lorsqu'il s'agit de la vaccine, il s'agit de preference de la souche Modified Vaccinia \ 
virus Ankara (MVA) (ATCC No VR-1 508). 

Selon un autre mode prefere, rorthomyxovirus, est le virus de la grippe. 
Selon un autre mode prefere le paramyxovirus est choisi parmi le virus de la 
rougeole, le virus des oreillons et le virus de la rubeole. 
20 Le peptide ou la proteine recombinante obtenue par la mise en ceuvre du 

precede de production selon Tinvention est egalement un des objets de la presente 
invention. Un tel peptide ou proteine peut constituer un antigene specifique d'une 
pathologie d'origine virale ou bacterienne, oxi constituer un marqueur antigenique 
d'une pathologie tumorale. A ce titre, il peut etre utilise comme vaccin. 
25 Alternativemenl la proteine recombinante est un anticorps monoclonal humanise ou 
humain. 

Le vaccin anti-infectieux obtenu par la mise en oeuvre du procede de 
production selon l'invention ou comprenant un peptide ou une proteine selon 
Tinvention est egalement un des objets de la presente invention. De preference, il 
30 d'agit d'un vaccin anti-grippal ou un vaccin anti-variolique. 
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La presente invention concerne egalement la culture cellulaire comprenant les 
cellules aviaires, souches, primaires ou difftrenciees, adhSrentes ou non adhdrentes, 
et un milieu aserique. De preference cette culture cellulaire presente une densite 
cellulaire en milieu aserique superieure ou 6gale a 1 .10 6 cellules / ml. 
5 L/invention porte egalement sur l'utilisation de la dite culture cellulaire pour 

la production par les cellules souches aviaires adh^rentes ou prolifSrant en 
suspension en milieu aserique, de vaccins, de virus vivants ou att&nues ou de 
particules virales recombinantes, de peptides ou de proteines recombinantes de 
preference a visee therapeutique telles les anticorps. 

10 

Des exemples non limitatifs des modes de realisation de Tinvention sont donnas ci- 
apres. 

FIGURES 

15 

Figures 1 A a 1 K : Photos de cellules souches aviaires adh6rentes S86N 45 a 
passages tardifs (entre PI 04 et p 142) prises apres 48 heures de contact avec 
differents milieux aseriques, supplementes en serum. 

20 Figures 2A a 2F : Cellules souches aviaires adherentes S86N 45 a passages tardifs 
(pl04 a pl42) aprds 48 heures d'incubation en presence du milieu temoin de 
reference (HAM-F12 0% SVF) ou de differents milieux aseriques. 

Figures 3A a 3E : Exemple d'induction de differenciation par les milieux aseriques 
25 sur les cellules souches aviaires. 4 phenotypes sont presentes a titre d'exemple 
d' induction massive et rapide. 

Figures 4A a 4D : Morphologie des cellules souches aviaires Valo B k passage 15 
dans differentes conditions. La photo 4A illustre la morphologie de cellules Valo B 
30 pl5 ? apres 48 heures de culture dans le milieu de reference (DMEM-F12 min 
10%SVF). La photo 4B illustre ces memes cellules apres 72 heures d'incubation 



13 

dans le milieu de reference sans serum. Les photos 4C et D montrent la morphologie 
des cellules Valo B et la densite obtcnue apres une incubation de 72 heures dans 
deux milieux aseriques. 

5 Figures 5 A a C : Exemple de differentiation induite par deux milieux aseriques 
sur les cellules Valo B pl2 apres 48 heures d'incubation. 

La photo 5A illustre la morphologie type des cellules souches Valo B precoces. Les 
photos 5B et 5C mettent en evidence un changement morphologique tres net des 
cellules.au contact des milieux aseriques, ici utilises complementes avec 10% SVF. 

10 

EXEMPLES 

MATERIEL ET METHODES : 

15 a Les cellules utilisees : 

Cellules EB1 et EB14: 

Cellules souches aviaires issues d'embryons de poulet de la souche S86N maintenues 
en culture long terme et proliferant en suspension. Ces cellules sont cultivees dans 
differents milieux commerciaux (preferentiellement DMEM-F12, McCoy's 5A, 
20 HAMF12) complementes en 10% serum de veau foetal (SVF), en glutamine (2mM), 
en acides amin6s 1%, en vitamines 1%, en sodium pyruvate ImM, et en beta 
mercapto ethanol (ImM). La technique d'obtention de ces cellules a ete 
precedemment decrite (WO03/076601 et FR02/02945). . 

25 Cellules S86N4SetS86N 16 : 

Cellules souches aviaires issues d'embryons de poulet de la souche S86N maintenues 
en culture long terme au dela de 140 passages. Ces cellules adherentes sont 
independantes pour leur proliferation de facteurs specifiques et de feeder. La 
technique d'obtention de ces cellules a ete precedemment decrite (WO03/076601 et 

30 FR02/02945). 
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Cellules ValoB : 

Cellules souches aviaires adhercntes issues d'embryons de poulet de la souche White 
Legorn, maintenues en culture en presence de facteurs et d'une couche de cellules 
5 nourricieres (feeder). Elles sont utilisees a passage 12 et 15. Leur croissance se 
caracterise par leur dependance en IGF1 (Insulin Growth Factor 1), CNTF (Ciliary 
Neurotrophic Factor) et en feeder. Ces cellules ont ete ddveloppees selon la 
technique decrite dans les textes WO03/076601 et FR02/02945. 

10 Cellules STO: 

Lignee de fibroblastes de souris (CRL-1503, fournisseur ATCC). Ces cellules sont 
utilisees apres irradiation (45 grey) en tant que cellules nourricieres. L'irradiation 
permet d'arreter definitivement le cycle cellulaire de fa9on en empecher 
l'envahissement par les cellules STO des co-cultures de cellules souches aviaires. 
1 5 Ces cellules irradiees secretent entre autre des facteurs de croissance importants pour 
le maintien en culture des souches en culture (Robertson, 1987) ainsi qu'une matrice 
extra-cellulaire aidant a l'adhesion des cellules. 

Le feeder STO irradie est ensemence 24 heures avant utilisation des plaques 6 puits 
utilisees dans le cadre de nos tests. 0,2 10 6 cellules sont ensemencees par puits sous 2 
20 ml. 

" Les milieux classiques commerciaux utilises : 

Milieu de culture pour I'entretien de cellules S86N 45 : HamF12, complement^ 
25 par 10% SVF, par la glutamine 2mM, par les acides amines 1%, par les vitamines 
1%, par le sodium pyruvate ImM, par le beta mercapto ethanol ImM. 

Milieu de culture pour I'entretien des cellules ValoB : DMEM F12, complement^ 
par 10% SVF, par la glutamine 2mM, par les acides amines 1%, par les vitamines 
30 1%, par le sodium pyruvate ImM, le beta Mercapto ethanol ImM, Ing/mL d'IGFl et 
1 ng/mL de CNTF. Ce milieu est nomme DMEMF12 min, 1 0% SVF. 
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Milieu de culture pour les cellules STO : DMEM, complement par 4% dc SVF et 
par de la glutamine 2 mM. 

5 Les cellules souches aviaires sont maintenues a 39°C a 7,5% de C0 2 et les cellules 
STO sont maintenues a 37°C, a 7,5% de C0 2 . 



a Les milieux aseriques utilises : 

10 

Les milieux aseriques testes sont foumis par differentes societes specialises dans le 
domaine de la culture cellulaire. Parmi ceux testes, on trouve: 

■ Societe InVitrogen: VP SFM (Ref 11681-020, catalogue 2003), Opti Pro (Ref .. 
15 12309-019, catalogue 2003), Episerf (Ref 10732-022, catalogue 2003) ; , 

Societe Cambrex: Pro 293 S-CDM (ref 12765Q, catalogue 2003), LC17 Ref .■ 
BESP302Q, hors catalogue), Pro CHO 5-CDM (ref 12-766Q, catalogue 2003) ; 

20 Societe Hyclone : HyQ SFM4CHO (r6f SH3051 5-02), HyQ SFM4CHO-Utility (Ref 
SH305 1 6.02), HyQ PF293 (refr SH30356.02), HyQ PF Vero (ref SH30352.02) ; 

Societe JRH Biosciences: Ex cell 293 medium (Ref 14570-1 000M), Ex cell 325 PF 
CHO Protein free medium (Ref 14335-1000M), Ex cell VPRO medium (Ref 14560- 
25 1 000M), Ex cell 302 serum free medium (Ref 1 43 1 2- 1 000M). 



lis ont tous ete utilises sans aucune complementation mis a part les complementations 
serum decrite dans les exemples. 
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EXEMPLE 1: PROCEDE D'OBTENTION PE CULTURE DE CELLULES 
AVIAIRES EN MILIEU ASERIOUE. 

L Resultats 

5 Certains milieux as6riques d^veloppes pour des lignees specifiques n'etant ni des 
cellules souches, ni des cellules d'origine aviaire, ne sont pas toxiques pour les 
cellules souches aviaires (voir Figure 1). 

Les cellules S86N 45 sont ensemenc^es dans des plaques 6 puits dans differentes 
10 conditions. 0,2 10 6 cellules sont ensemencees par puits sous 5 ml du milieu t6moin 
de reference (le milieu HAM-F12 10% SVF servant aux entretiens) ou dans 
differents milieux aseriques complementes par 10% de SVF (voir Figures 1A a IK). 
Aucune adaptation a ces milieux aseriques qu'ils soient SFM, PF ou CDM n'a ete 
effectuee. Les cellules ont ete directement ensemencees dans ceux-ci. Les milieux 
1 5 sont changes tous les jours. 

L' Evaluation des milieux aseriques tient compte de la viability des cellules a 24 H et 
k 48 H apres ensemencement, de leur morphologie et de leur densite. 

20 Sur les 14 milieux testes, 1 1 permettent une bonne proliferation des cellules aviaires 
(voir tableau I). Les Figures 1A k IK illustrent les resultats obtenus avec certains 
d'entre eux. Nous avons constate que 3 milieux aseriques testes induisent une tres 
forte mortality des cellules souches aviaires, meme s'ils sont complementes en 10% 
serum. La toxicite de ces milieux est telle que pratiquement aucune cellule ne 

25 persiste dans les puits de culture apres 2 jours de culture. 

Nous avons £galement observe que globalement la proliferation des cellules souches 
aviaires adherentes est au moins £gale a celle obtenue en milieu de reference (milieu 
HAMF12 complemente en s£rum et additifs (voir Materiel et M&hodes). Lorsque 
30 ces milieux aseriques sont complementes par 5% de SVF au lieu de 10%, aucune 
difference significative de proliferation n'est visible. Ce n'est pas le cas si le milieu 
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dc reference n'est complement qu'en 5% de serum, la proliferation est ralentie 
pendant un temps necessaire a une adaptation. 
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5 Tableau 1 : Synthese des resultats obtenus avec les differents milieux aseriques 
complements en serum, en terme de proliferation et de morphologic Ces 
resultats ont 6tc obtenus sur les cellules S86N 45. 

+++ : proliferation plus imortantc que le milieu de base classique complement specifiquement/ 
++ : proliferation equivalente a celle obtenue dans le milieu de base classique complement 
10 specifiquement/ +: proliferation inferieure a celle obtenue dans le milieu de base classique 
complements specifiquement 



EXEMPLE 2: OBTENTION DE CULTURES DE CELLULES SOUCHES 
15 A VT AIRES ADHERENTES EN MILIEU ASERJ OUE A PARTIR DE 
CELLULES SOUCHES AVIAIRES A PASSAGES TARDIFS. 
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Nous avons demontre que les souches aviaires adherentes k passages tardifs peuvent 
prolifcrees dans certains milieux aseriques, sans addition de serum et sans 
d'adaptation (Figures 2B a 2F). Elles ne proliferent en aucun cas dans le milieu de 
reference sans serum dans lequel toutes les cellules sont mortes apr£s 48 heures 
5 (Figure 2A). 

Les cellules S86N 45 sont ensemencees dans des plaques 6 puits dans diff&rentes 
conditions. 0,2 .10 6 cellules sont ensemencees par puits sous 5 ml du milieu temoin 
de reference (le milieu HAMF12 sans addition de serum) ou dans diffSrents milieux 
1 0 aseriques sans aucune addition de supplements de culture. Aucune adaptation a ces 
milieux aseriques quMls soient SFM, PF ou CDM n'a 6t€ effectuee. Les cellules ont 
ete directement ensemencees dans ceux-ci. Les milieux sont changes tous les jours. 
L' evaluation des milieux aseriques tient compte de la viabilite des cellules a 24 
heures et a 48 heures apr£s ensemencement, de leur morphologie et de leur densite. 

15 

Nous avons ainsi mis en Evidence que parmi les 14 milieux aseriques testes, 5 d'entre 
eux permettent, sans aucune adaptation, une croissance des cellules sur 48 heures et 
un maintien en culture sans serum. 

20 

EXEMPLE 3 : INDUCTION DE LA DIFFERENCIATION DES CELLULES 
AVIAIRES DE L'EXEMPLE 2 EN MILIEU ASERIOUE. 

Nous avons d6montr£ que les souches aviaires adherentes a passages tardifs peuvent 
etre induites rapidement, massivement et de fa<jon homogene dans differentes voies 
25 de differentiation par certains milieux aseriques en presence ou non de serum (Figure 
3). 

Cette mise en evidence s'est faite dans le cadre de nos tests devaluation des 
differents milieux aseriques k notre disposition. 

30 Les cellules S86N 45 sont ensemencees dans des plaques 6 puits dans differentes 
conditions. 0,2.1 0 6 cellules sont ensemencees par puits sous 5 ml du milieu temoin 
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de reference (le milieu HAM-F12 complement en 10% serum) ou dans differents 
milieux aseriques sans aucune addition de supplements de culture ou en presence de 
10% de serum (voir figure 3). Aucune adaptation a ces milieux aseriques qu'ils 
soient SFM, PF ou CDM n'a ete effectuee. Les cellules ont ete directement 

5 ensemencees dans ceux-ci. Les milieux sont changes tous les jours. La morphologie 
des cellules est observee chaque jour apres ensemencement. Des differences notables 
des 24 heures dc culture ont ete mises en evidence. Les differents phenotypes 
obtenus sont illustres par les Figures 3B a 3E. La morphologie de reference de 
cellules souches aviaires non differenciees a passage tardif est caracterisee par la 

10 Figure 3A. 

Parmi les principaux phenomenes de differentiation repertories, on trouve a titre 
d'exemple : 

* la retraction des petits prolongements cytoplasmiques caracttiistiques de nos 
15 cellules souches aviaires (voir Figure 3B). 

* l'apparition de prolongement type « neurite » (voir Figure 3C) 

* le changement de forme des cellules qui deviennent plus cubiques (Figure 3E) 

* Pallongement et l'etalement des cellules (Figure 3D) 

20 

EXEMPLE 4 : OBTENTION DE CULTURES DE CEL LULES SOUCHES 
AVIAIRES ADHERENTES EN MILIEU ASERIOUE A PARTIR DE 
CELLULES SOUCHES AVIAIRES A PA SSAGE PRECOCE. 

25 Nous avons demontre que les souches aviaires adherentes a passage precoce peuvent 
prolif&rer dans certains milieux aseriques, avec ou sans addition de serum et sans 
d'adaptation (Figures 4C et 4D). Elles ne proliferent en aucun cas dans le milieu de 
reference sans serum dans lequel toutes les cellules sont mortes apres 72 heures de 
culture (Figures 4B). 



30 
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Les cellules Valo B passage 15 sont ensemencees dans des plaques 6 puits dans 
differentes conditions. Ces plaques 6 puils ont 6x6 preparees au moins 24 heures 
avant leur utilisation, chaque puits ayant ete ensemenc£ par 0,2 10 6 de cellules STO 
irradiees k 45 grey. A JO, 0,2. 10 6 cellules souches precoces sont ensemencees par 
5 puits sous 5 ml du milieu HAMF12 de reference (complement^ en facteurs et 
complement^ ou non en serum) ou dans differents milieux asdriques complements 
ou non par 10% de SVF. Aucune adaptation a ces milieux aseriques qu'ils soient 
SFM, PF ou CDM n'a ete effectuSe. Les cellules ont 6t6 directement ensemencees 
dans ceux-ci. Les milieux sont changes tous les jours. 
10 L'evaluation des milieux aseriques tient compte de la viabilite des cellules a 24, 48 et 
72 heures apres ensemencement, de leur morphologie et de leur density. 

II a 6X6 d£montre tout comme pour les cellules aviaires S86N 45 que des cellules 
souches aviaires precoces etaient capables de proliferer dans les milieux aseriques 
15 non complements en s6rum. Certains sont cependant tres toxiques. Ces evaluations 
de milieux nous ont permis de mettre en evidence la possibility de cultiver les 
cellules aviaires souches precoces directement sans aucune adaptation dans certains 
milieux aseriques (Figures 4C et 4D) sans complementation en s6rum. 

20 

EXEMPLE 5 : INDUCTION DE LA DIFFERENCIAL ON DES CELLULES 
AVIAIRES DE L'EXEMPLE 4 EN MILIEU ASERIOUE. 

Les cellules souches aviaires precoces sont induites par certains milieux aseriques 
25 dans des voies de differentiation multiples (Voir Figures 5). 

Les cellules Valo B passage 12 sont ensemencees dans des plaques 6 puits dans 
diff&rentes conditions. Ces plaques 6 puits ont et<§ prepares au moins 24 heures 
avant leur utilisation, chaque puits ayant 6X6 ensemence par 0,2 10 6 de cellules STO 
30 irradiees a 45 grey. A JO, 0,2. 10 6 cellules souches aviaires precoces sont 
ensemencees par puits sous 5 ml du milieu HAMF12 de reference (complement en 
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facteurs et complements ou non en serum) ou dans different milieux aseriques 
complemente ou non par 10% de SVF. Aucune adaptation a ces milieux aseriques 
.qu'ils soient SFM, PF ou CDM n'a ete effectuee. Les cellules ont ete directement 
ensemencees dans ceux-ci. Les milieux sont changes tous les jours. 

Nous avons observe que certains milieux aseriques en presence de serum sont 
capables d'induire des differentiations massives et homogenes des cellules souches 
aviaires valo B pl2. (Figures 5B et C). Cette induction en differentiation se produit 
egalement en absence de serum (Figure 4C). 



EXEMPLE 6 : ADAPT ATTON PROGRESSIVE PE S CELLULES SOUCHES 
AVIAIRES AUX MILI EUX ASERIQUES 

15 Les cellules souches aviaires adherentes ou prolif6rant en suspension qu'elles soient 
a passages tardifs ou precoces peuvent 6tre adaptees a differents milieux aseriques 
sur plusieurs passages. Cette adaptation peut etre realisee selon deux protocoles 
distincts : 

20 1 - La dilution progressive du milieu de reference (en general. complement en serum, 
glutamine, vitamines, sodium pyruvate, acides amines non essentiels, beta mercapto 
et possiblement en facteurs) dans du milieu aerique: c'est la technique de la dilution 
progressive. 

25 2- Le passage direct en milieu aserique complemente en s6rum suivi d'un sevrage 
progressif en serum : c'est la technique du sevrage progessif. 

Les deux techniques permettent apres un sevrage progressif mene sur 2 a 3 passages 
et plus d'obtenir des cellules souches aviaires adherentes ou en suspension 
30 proliferant dans le milieu aserique. 
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6.1 Exemples d'adaptation par dilution progressive ; 

TO: determine le nombre de passage qu'a subi la lignee avant le debut de 
l'adaptation. 

Dans ce processus le milieu aserique utilise n'est pas complement^ en serum avant 
5 utilisation. 

Passage TO : les cellules souches aviaires adherentes ou en suspension sont cultivees 
dans un m6lange 75% de milieu de reference/25% de milieu aserique. Le milieu est 
change selon les memes proportions tous les jours pour les cellules adherentes. Pour 
1 0 les cellules en suspension du milieu est ajoute selon les memes proportions dans les 
cultures. 

Passage T+l : apres dissociation des cellules adherentes (ou dilution des cellules en 
suspension) les cellules sont incubees dans un melange constitue" de 50% du milieu 
de reference et de 50% du milieu aserique. Le milieu est change selon les memes 
15 proportions tous les jours pour les cellules adherentes. Pour les cellules en 
suspension du milieu est ajoute selon les memes proportions dans les cultures. 
Passage T+2 : apres dissociation des cellules adherentes (ou dilution des cellules en 
suspension) les cellules sont incubees dans un melange constitue de 25% du milieu 
de reference et de 75% du milieu aserique. Le milieu est change selon les memes 
proportions tous les jours pour les cellules adherentes. Pour les cellules en 
suspension du milieu est ajout6 selon les memes proportions dans les cultures. 
Passage T+3 : apres dissociation des cellules adherentes (ou dilution s'il s'agit de 
cellules en suspension) les cellules sont incubees dans le milieu aserique pur. 

Les criteres permettant le passage d'une etape a la suivante sont 
25 principalement la vitesse de proliferation et la morphologie compte tenu qu'il s'agit 
de cellules souches aviaires. 

II est important d'eviter les selections de population trop drastiques et 1'induction de 
mortalite. En effet, les cellules au cours du processus doivent conserver leur capacite 
a se diviser au moins toutes les 48 heures. La presence de figure mitotique est 
30 cssentielle. La morphologie des cellules ne doit pas se rapprocher de celle de cellules 
vacuolisees, necrosees, apoptotiques ou s6nescentes. 
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Si les cellules presenter* des difficultes d'adaptation a une etape il est important de 
maintenir cellcs-ci sur plusieurs passages dans le melange posant probleme avant de 
poursuivre le processus de sevrage. Le milieu n'est alors renouvele que de moitie en 
ce qui concerne les cellules adherentes. Pour les cellules en suspension le volume 
5 ajoute quotidiennement est diminue. II est egalement possible dans des cas plus 
compliques d'ajouter des etapes intermediaires dans le sevrage par dilution 
progressive. 

Une variabilite importante des performances des milieux aseriques nous a amene a 
conclure que dans certains cas toutes ces etapes constituant le processus de sevrage 
10 par dilution n'etaient pas indispensables ; plus particulierement l'etape a passage TO 
(melange 75% de milieu de reference/ 25% de milieu aserique) ne semble pas un 
passage oblige. L'adaptation debute alors directement avec le melange 50% de 
milieu de reference/ 50% de milieu aserique et se poursuit selon le schema indique. 

15 6.2 Exemples d'adaptation par se vrap e en serum ; 

Passage TO : les cellules souches aviaires adherentes ou en suspension sont cultivees , 
dans le milieu aserique complement en 5% SVF. Le milieu est change tous les jours ■• 
pour les cellules adherentes. Pour les cellules en suspension du milieu est ajoute tous 
les jours dans les cultures. 
20 Passage T+l : apres dissociation des cellules adherentes (ou dilution des cellules en 
suspension) les cellules sont incubees dans du milieu aserique complemente par 
2,5% de SVF. Le milieu est change tous les jours pour.les cellules adherentes. Pour 
les cellules en suspension du milieu est ajoute quotidiennement dans les cultures. 
Passage T+2 : apres dissociation des cellules adherentes (Oil dilution des cellules en 
25 suspension) les cellules sont incubees dans du milieu aserique complemente par 
1,25% de SVF. Le milieu est chang6 tous les jours pour les cellules adherentes. Pour 
les cellules en suspension du milieu est ajoute quotidiennement dans les cultures. 
Passage T+3 : apres dissociation des cellules adherentes (ou dilution s'il s'agit de 
cellules en suspension) les cellules sont incubees dans le milieu aserique pur. 
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Si les cellules pnSsentent des difficult^ d'adaptation a une etape il est important de 
maintenir celles-ci sur plusieurs passages dans le melange posaht probleme avant de 
poursuivre Ie processus de sevrage en serum. Le milieu n'est alors renouvele que de 
moitte en ce qui concerne les cellules adherentes. Pour les cellules en suspension le 
5 volume ajoute quotidiennement est diminu£. II est egalement possible dans des cas 
plus compliques d'ajouter des etapes intermediates dans ce sevrage progressif. 

Une variabilite importante des performances des milieux aseriques nous a amene & 
conclure que dans certains cas toutes ces etapes constituant Ie processus de sevrage en 
s^rum n'etaient pas indispensables ; plus particulierement l'etape a passage T (milieu 
10 as6rique complement^ en 5% s£rum) ne semble pas un passage oblig6. L'adaptation 
debute alors directement avec le milieu as6rique complemente en 3% serum, puis 
peut se poursuivre par une <§tape en milieu asfrique complement^ par 2% puis par 1% 
de s6rum. 

15 EXEMPLE 7 : ADAPTATION DIRECTE DES CELLULES SOUCHES 
AVIAIRES ADHE RENTES OU EN SUSPENSION AUX MILIEUX 
ASERIQUES 

Les cellules souches aviaires adherentes ou proliferant en suspension qu'elles soient 
20 h passages tardifs ou precoces peuvent etre cultivees directement dans diffgrents 
milieux aseriques. Deux techniques peuvent etre pratiquees. 
Premiere technique : 

Les cellules souches aviaires adherentes ou en suspension peuvent etre adaptees 
directement a partir du milieu de reference habituellement complemente par 10% de 

25 serum sans aucune etape intermediate. 

Le passage en milieu aserique se fait alors en une seule etape. Pour les cellules 
souches aviaires adherentes le milieu as&ique n'est pas renouveie systematiquement 
pendant les premiers jours de culture suivants. On pr6ferera tout de meme en 
renouveler au moins la moitie de fa?on a habituer les cellules plus rapidement a de 

30 futurs changement totaux. Pour les cellules souches aviaires en suspension du milieu 
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aserique n'est pas systematiquement additionne tous les jours. On preferera tout de 
meme ajouter de petite quantite de milieu aserique (au moins 25% du volume total) 
jusqu'a la premiere dilution. Si les cellules ne subissent aucune crise majeure de 
grands volumes peuvent etre additionnees sur les etapes de dilutions suivantes. 

5 

Deuxi&me technique : 

Les cellules souches aviaires adherentes ou en suspension peuvent etre prealablement 
habituees a un milieu moins riche en serum avant le passage en milieu aserique. 

1 0 Cette 6tape permet d'habituer les cellules a proliferer dans un milieu pauvre en serum 
. ce qui facilite le sevrage direct en une seule etape. 

Ce sevrage en serum se fait progressivement, passage apres passage, jusqu'a obtenir 
des cellules proliferant en 3 a 2 % de serum puis le changement brutal en milieu 
aserique est effectue. Le passage en milieu aserique se fait alors en une seule etape. 

15 Pour les cellules souches aviaires adherentes le milieu aserique n'est pas renouvele 
systematiquement pendant les premiers jours de culture suivants. On preferera tout 
de meme en renouveler au moins la moitie de facon a habituer les Cellules plus 
rapidement a de futurs changement totaux. Pour les cellules souches aviaires en 
suspension du milieu aserique n'est pas systematiquement additionne tous les jours. 

20 On preferera tout de meme ajouter de petite quantite de milieu aserique (au moins 
25% du volume total) jusqu'a la premiere dilution. Si les cellules ne subissent aucune 
crise majeure de grands volumes peuvent etre additionnes sur les etapes de dilutions 
suivantes. 

25 Le choix de la technique d' adaptation en une seule etape est fonction des 
performances des milieux aseriques testes. Dans le cas d'un milieu aserique 
performant (en tenne de proliferation, d'adhesion cellulaire et differenciation) la 
premiere technique sera privilegiee. Dans le cas d'un milieu aserique avec de faibles 
performances la deuxieme technique sera plutot pratiquee. 

30 
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EXEMPLE 8 : CONGELATION PES CELLULES SOUCHES AVIAIRES 
APHERENTES ET EN SUSPENSION SANS SERUM 

Les cellules sont cultivees en milieu aserique. Elles sont congelees lorsqu'elles sont 
5 en phase exponentielle de croissance. 

Les cellules adherentes sont dissociees, numer6es, et reprises entre 10 a 20 millions 
de cellules par mL dans un volume X de surnageant conditionne recolte avant 
dissociation. On obtient une suspension cellulaire. Un volume de milieu aserique 
frais complements par 20% de DMSO (Dimethyl sulfoxide), equivalent au volume x, 

10 est ajoute goutte a gouttes sur la suspension cellulaire. Ainsi le melange final 
contient 10% de DMSO. Les cellules sont ensuite reparties dans des cryotubes (de 3 
a 20 millions par cryotube), placees a - 80c dans des systemes permettant un 
abaissement de la temperature de 1 degre par minute. Apres 24 heures a -80°C, les 
cellules peuvent etre placees a 1'azote. 

15 Le meme protocole est appliquS pour les cellules souches aviaires proliferant en 
suspension si ce n'est qu'elles sont dans une premiere etape dissociees 
m6caniquement avant numeration et congelation. 



20 EXEMPLE 9; CONTROLE DU NIVEAU DE SERUM POUR LA 
PROLIFERATION DES LIGNEES 

Lors de Pobtention de ces lignees, les milieux de culture utilises sont des milieux de 
culture classiques comprenant une base (DMEM, GMEM, HAM-F12, McCoy, 
etc..) supplements de differents additifs tels que des acides amines non essentiels, 

25 des vitamines, du pyruvate de sodium. Ce milieu complexe comprend du serum de 
veau foetal, qui demeure un element central de la culture, meme si des composants de 
diffdrentes origines dont des composants veg<Staux peuvent €tre progressivement 
utilises. Un processus pour controler et habituer les cellules a des proportions 
relativement faibles de serum de veau foetal est presente. On parvient ainsi a 

30 maintenir des cellules en proliferation importante (Temps de division > 1) avec des 
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pourcentages de serum faible (2% par exempie dans le cas des cellules S86N 16). Le 
temps de doublement et tes temps moyens de division ont ete egalement calcules et 
portes dans le tableau II. On notera que le temps moyen de division augmente en 
fonction de la diminution relative de serum. Une phase de rattrapage est neanmoins 

5 observee apres quelques temps en culture dans les conditions mentionnees. Ce temps 
reste neanmoins inferieure a 24h (d>l), ce qui repr6sente deja une proliferation tres 
interessante en terme industriel m6me a des concentrations de serum de 2 %, ce qui 
est deja relativement faible. Des am61iorations quant aux differents metabolites a 
utiliser peuvent etre envisagees pour accroitre ce temps et encore optimiser 

10 davantage les conditions de culture. 



Tableau II : 



Condition 


10% 


7,5% 


3,75% 


2% 


d 


2,02 


1,51 


1,47 


1,08 


TMD 


11,9 


15,8 


16,3 


22,2 



Les exemples sont pris entre les passages p204 et pi 79 pour la condition 10%, entre 
pl98 et pl76 pour le 7,5%, entre p224 et p201 pour le 3,75 % et entre p216 et pl99 
pourle2%. 

15 

FVFMPI.E 10; INFECTION DES CULTURES CE LLULAIRES AVIAIRES 
F.N MILIEU ASERIOUE 

Les cellules adherentes et non adherentes sont infectables par differents virus et 
retrovirus dont les virus et retrovirus aviaires. Ces cellules peuvent ainsi servir de 

20 support de replication pour la production de stocks viraux destines a la production de 
vaccins humains et veterinaires vivants, attenues ou iriactives selon les cas. Parmi les 
virus d'interet, on peut citer ceux de la famille des adenovirus (comme Human 
Adenovirus C, Fowl Adenovirus A, Ovine adenovirus D, Turkey Adenovirus B), des 
circovirides (comme Chicken Anemia Virus, CAV), certains coronavirus, comme le 

25 virus de la bronchite infectieuse aviaire (IBV), les flavivirus (comme Yellow fever 
virus et hepatitis C virus), les hepadnavirus (comme Hepatitis B virus et 
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Avihepadnavims tel que Duck hepatitis B virus); les herpesvirus (comme les Gallid 
herpesvirus, HSV (Herpes simplex virus) et Human herpesvirus 1, 3 et 5), les 
orthomyxovirus (comme le virus de la grippe : Influenzavirus A. Influenzavirus B et 
Influenzavirus C), les papovavirus (comme polyomavirus et plus particulierement 
Simian virus 40), les paramyxovirus (comme les virus de la rougeole, des oreillons, 
de la rubeole et comme les respirovirus et pneumovirus tel que Human respiratory 
syncytial virus et Metapneumovirus tel que Avian pneumovirus), les picornavirus 
(comme le virus de la polio, de Phepatite A, et tel que Encephalomyocarditis virus et 
Foot-and-mouth disease virus), les poxvirus, (comme les fowlpox virus et les avipox 
dont les canaripox, les Juncopox virus, les Mynahpox virus, les Pigeonpox virus, les 
Psittacinepox virus, les Quailpox virus, les Sparrowpox virus, les Starlingpox virus, 
les Turkeypox virus), les reovirus (comme les rotavirus), les retrovirus (comme les 
ALV, avian leukosis virus, les Gammaretrovirus tel que Murine leukeamia virus, les 
Lentivirus tel que Human immunodeficiency virus 1 et 2) et les Togaviridae tel que 
Rubivirus, notamment Rubella virus. 



EXEMPLE 11; PROTOCOLE DEFECTION PES CULTURES 

CELLULAIRES AVIAIRES NQN ADHERENTES EN MILIEU ASERIOTJF 
PAR UN VIRUS 

■ Amplification des cellules : 

Les cellules EB1 ou EB14 adaptees en milieu aserique peuvent etre ensemencSes a 
une concentration de 0.2. 10 6 cellules/ml pour un volume initial de 50 ml en general. 
Elles sonl maintenues en culture a 39°c et a 7.5 % de C0 2 , sous agitation. Du milieu 
neuf est ajoute chaque jour pendant les 3 a 4 jours que durent ramplification pour 
atteindre une concentration cellulaire de 1 a 3 x 10 6 cellules /ml pour un volume final 
de culture de 100 a 250 ml. 

Les cellules en suspension sont prelevees et centrifugees pendant 10 min a 1000 rpm 
environ. Le culot est resuspendu dans 20 a 50 ml de PBS IX (Phosphate buffer Salt). 
Les cellules sont alors comptees, centrifuges et les cellules en culot sont reprises 
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dans le milieu aserique a une concentration finale de 3 a 5.10 6 cellules/ml. Plusieurs 
tubes sont alors prepares dans ces conditions contenant de 3 a 5.10 6 cellules par tube. 

" Preparation du virus et infection : 

5 Le stock viral de titre connu est decongele rapidement a 37°c et dilue dans le milieu 
aserique a un titre de lOx a 1000 x la concentration necessaire a 1' infection finale. Les 
cellules sont infectees par le virus d'interet a une m.o.i. (multiplicity of infection) de 
0.01 a 0.5 selon les types de virus, ce qui fait ajouter entre 0,1 et 10% volume/volume 
de suspension virale au culot cellulaire. AprSs 1 heure d'incubation a la temperature 
10 optimale pour le virus, en general de 33 a 37°c, les cellules sont centrifug6es a 
.nouveau et le milieu enleve avec precaution. Cette etape s'avere souvent necessaire 
pour limiter l'effet du virus initial dans le processus ulterieur. Une des possibilites est. 
de diluer directement les cellules sans les centrifuger a nouveau avec du milieu 
aserique a une concentration finale de 0,2 a 1.1 0 6 cellules/ml et remises en incubation. . 

15 

» R6colte du surnageant et des cellules : 

Apres 2 a 4 jours d'incubation, selon les cinetiques virales et l'effet cytopathique 
eventuel de certains virus, le milieu contenant les cellules ou les debris cellulaires est;/; 
recolte. Selon les virus, seul le culot ou le surnageant peut etre interessant et contenir 

20 les particules virales. Les cellules sont recoltees et centrifugees. Le surnageant 
recueilli est centrifiigd de nouveau 5 a 10 minutes a 2500 rpm, et conserve a -80°c 
avant la purification des particules. Un aliquot est preleve pour la realisation du 
titrage. Le culot cellulaire est repris dans 5 ml de . milieu aserique, sonique, et 
centrifuge 5 a 10 minutes a 2500 rpm. Le surnageant obtenu est conserve a -80°c 

25 jusqu'a la purification et le titrage d'un aliquot. Les efficacites defection et de 
production virales sont comparees entre les difKrentes conditions realisees. Pour les 
virus a effets cytopathiques, les titrages sont en general realises par la technique des 
plages de lyse. 
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EXEMPLE 12 : PROTOCOLE D'INFECTION D'UNE CULTURE 
CELLULA1RE AVIAIRE ADHERENTE EN MILIEU ASERIOUE PAR UN 
VIRUS 

Q Preparation des cellules : 

Les cellules (S86N 45), prealablement adaptees a un milieu aserique, sont 
ensemencees 24 heures avant l'infection dans des flacons T75 a une concentration 
comprise entre 0.03 et 0,06. 10 6 cellules/cm 2 dans un milieu aserique. Elles sont 
maintenues a 39°C et 7,5% C0 2 . 

13 Infection : 

Le stock viral de titre connu est decongele rapidement a 37°c et dime dans du milieu 
asenque a un titre de lOx a lOOOx la concentration necessaire a l'infection finale. Les 
cellules sont infectees par le virus d'interet a une m.o.i. (multiplicity of infection) de 
0,01 a 0,5 selon les types de virus, ce qui fail ajouter entre 0,1 et 10% volume/volume 
de suspension virale au culot cellulaire. L'infection est en general realisee dans un 
minimum de milieu (de 5 a 10 ml pour un flacon de 75 cm 2 ). Apres 1 heure 
d'incubation a la temperature optimale pour le virus, en general de 33 a 37°c, 20 ml 
de milieu asenque sont rajoutes dans les flacons. Dans un cas particulier, les cellules 
peuvent etre lavees avec du PBS pour eliminer les particules qui ne seraient pas 
attachees aux cellules. Dans le cas d'un virus cytopathique, les cellules sont observees 
quotidiennement apres l'infection pour suivre l'apparition de plage de lyse cellulaire, 
indicatrice du bon deroulement de l'infection. 

■ Recolre du surnageant et des cellules : 

Apres 2 a 4 jours d'incubation selon les cinetiques virales et l'effet cytopathique 
^ventuel de certains virus, le milieu contenant le surnageant, les cellules et les debris 
cellulaires sont recoltes. Selon les virus, seul le culot ou le surnageant peut 8tre 
interessant et contenir les particules virales. Les cellules sont recoltees et 
centrifugees. Le surnageant recueilli est centrifuge de nouveau 5 a 10 minutes a 2500 
rpm, et conserve a -80°c avant la purification des particules. Un aliquot est preleve 
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pour la realisation du titrage. Le culot cellulaire est rcpris dans 5 ml de milieu 
aserique, sonique, et centrifuge 5 a 10 minutes a 2500 rpm. Le surnageant obtenu est 
conserve a -80°c jusqu'a la purification et le titrage d'un aliquot. Les efficacites 
defection et de production virales sont compares entre les differentes conditions 
realisees. Pour les virus a effet cytopathique, les titrages sont en general r6alises par 
la technique des plages de lyse. 
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RE VENDIC ATI ONS 

1. Procede d'adaptation de cellules aviaires a un milieu aserique caracteris6 en ce 
qu'il comprend les Stapes consistant a : 

a) cultiver les cellules aviaires dans un milieu de culture classique complements 
en serum ; 

b) changer le dit milieu de culture classique de l'etape a) par un milieu de culture 
selectionne parmi : 

• un milieu classique (i) complements en serum et diluS au moyen d'un 
milieu aserique, puis cultiver par passages successifs les dites cellules 
aviaires dans le milieu (i) dans lequel la proportion de milieu aserique 
est progressivement augmentSe jusqu'a disparition complete du milieu 
classique complements en serum (dilution progressive) ; 

• un milieu aserique complements en serum (ii), puis cultiver par 
passages successifs les dites cellules aviaires dans le milieu (ii) dans 
lequel la proportion en serum est progressivement diminuSe jusqu'a 
l'obtention d'un milieu aserique (sevrage progressif); 

• un milieu aserique (iii), puis cultiver les dites cellules aviaires dans le 
milieu (iii) (passage direct) ; 

c) maintenir en culture en milieu aserique les dites cellules aviaires qui se sont 
adaptSes au changement de milieu et qui ont StS selectionnSes. 

2. Procede d'obtention et de culture de cellules aviaires capables de croitre en milieu 
aserique comprenant les Stapes a), b) et c) definies a la revendication 1 comprenant 
en outre l'etape d) d'isoler une (doner) ou plusieurs cellules aviaires, puis cultiver 
les dites cellules aviaires isolees dans un milieu aserique. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que le milieu de 
culture (i) comprend 10% a 60% de milieu aserique et respectivement 90% a 40% de 
milieu de culture classique, de preference de 25% a 50% de milieu aserique, 
respectivement 75% a 50% de milieu de culture classique. 
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4. Procede selon l'unc des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que le milieu de 
culture (ii) comprend entre 2 % et 7.5 % de serum, de preference 3%. 

5 5. Procede selon l'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que les cellules sont 
des cellules selectionnees parmi les cellules aviaires, souches ou primaires, 
adherentes ou proliferant en suspension. 

6. Procede selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la decision 
10 d'augmenter la proportion de milieu aserique dans le milieu de culture (i) ou de 

.diminuer la proportion de serum dans le milieu de culture (ii) est conditionnee par la 
vitesse de proliferation cellulaire et la morphologie des cellules aviaires en culture. 

7. Proced6 selon l'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que lorsque les 

15 cellules presentent :. 

- des difficultes d'adaptation au milieu de culture (i), (ii) ou (iii), ou 

- des difficultes d'adaptation au milieu (i) dans lequel la proportion de 
milieu aserique a 6te augmentee, ou au milieu (ii) dans lequel la 
proportion en serum a ete diminue, lors des passages successifs en culture, 

20 les diles cellules sont maintenues sur plusieurs passages dans le milieu de culture 
dans lequel les cellules presentent des difficultes d'adaptation, avant de poursuivre le 
processus de dilution ou de sevrage. 

• ' ' • 

8. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 1' adaptation aux milieux 
25 aseriques des cellules aviaires, notamment des cellules souches aviaires, adherentes 

ou proliferant en suspension, est effectuee par sevrage total en une seule etape, sans 
etape prealable de dilution ou de sevrage progressif en serum. 

9. Procede selon la revendication 8 caracterisd en ce que les cellules sont cultivees en 
30 milieu classique comprenant de 2 a 3% de serum avant le passage en milieu aserique. 
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10. Procede selon l'une des revendications 1 a 9 comprenant en outre une etape 
d'engagement en differentiation des cellules souches aviaires, adherentes ou 
proliferant en suspension, consistant en l'addition dans le milieu aserique d'au moins 
un inducteur s&ectionne parmi les inducteurs globaux acide retinoique et dimethyl- 

5 sulfoxyde (DMSO) ou specifiques, notamment EGF, bFGF, NGF, TNF, IL6, SCF, 
IL1 1 et CNTF. 

11. Utilisation de milieu de culture aserique, comprenant facultativement un ou 
plusieurs facteurs de croissance, pour la culture et la congelation de cellules aviaires, 

1 0 souches ou primaires, adherentes ou non adherentes. 

12. Proc&te de production de vaccins, de virus ou particules virales vivants ou 
. attenu^s, de peptides ou de proteines recombinantes, de preference a visee 

therapeutique telles les anticorps, caracterise en ce qu'il comprend les etapes de 
1 5 culture de cellules aviaires en milieu aserique selon la revendication 2. 

13. Procede selon la revendication 12 de production de virus ou de particules virales 
vivants ou attenues, ou l'un de leur derives recombinants, comprenant en outre les 
etapes : 

20 _ d'inoculer des dites cellules aviaires avec le dit virus ou particules virales 

avec un coefficient m.o.i.(multiplicity of infection) compris de preference 
entreO.Ol et0.5.et, 

- de cultiver les dites cellules en milieu aserique jusqu'a la lyse cellulaire et 
la liberation de nouveaux virus ou de nouvellcs particules virales dans le 
25 milieu de culture. 

14. Proced^ selon la revendication 13 caractense en ce que le dit virus ou particule 

virale, ou un de leur derives recombinants, est selectionne dans le groupe compose 

des adenovirus, des hepadnavirus, des herpesvirus, des orthomyxovirus, des 

30 papovavirus, des paramyxovirus, des picornavirus, des poxvirus, des reovirus et des 
retrovirus. 
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15. Procede selon la revendication 14 caracterise en ce que le poxvirus est un 
avipoxvirus, de preference selectionne parmi le fowlpox virus, le juncopox virus, le 
mynahpox virus, le pigeonpox virus, le canarypox virus, le psittacinepox virus, le 

5 quailpox virus, le sparrowpox virus, le starlingpox virus et le turkeypox virus. 

16. Procede selon la revendications 15 caracterise en ce que le poxvirus est 
selectionne parmi le virus de la vaccine et le virus de la variole (smallpox), natif ou 
recombinant. 

10 

.17. Procede selon la revendication 16 caracterise en ce que le virus de la vacrineest 
la souche Modified Vaccinia virus Ankara (MVA) (ATCC No VR-1 508). 

18. Procede selon la revendication 14 caracterise en ce que le virus est un 
1 5 orthomyxovirus, de preference le virus de la grippe. 

19. Procede selon la revendication 14 caracteris6 en ce que le virus est un 
paramyxovirus, de preference choisi parmi le virus de la rougeole, le virus des 
oreillons et le virus de la rubeole. 

20 

20. Peptide ou proteinc recombinante obtenue par la mise en oeuvre du procede de 
production selon les revendications 12 a 19. 

21. Vaccin anti-infectieux obtenu par la mise en oeuvre du procede de production 
25 selon les revendications 12 a 19 ou comprenant un peptide ou une proteine selon la 

revendication 20. 

22. Culture cellulaire caracterisee en ce qu'elle comprend des cellules aviaires, 
souches, primaires ou differenciees, adherentes ou non adherentes, et un milieu 

30 aserique. 
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15. Proc6d6 selon la revendication 14 caract&ise en ce que le poxvirus est un 
avipoxvirus, de preference selectionn6 parmi le fowlpox virus, le juncopox virus, le 
mynahpox virus, le pigeonpox virus, le canarypox virus, le psittacinepox virus, le 

5 quailpox virus, le spaxrowpox virus, le starlingpox virus et le turkeypox virus. 

16. Proc£d6 selon la revendication 15 caracteris6 en ce que le poxvirus est 
selectionne parmi le virus de la vaccine et le virus de la variole (smallpox), natif ou 
recombinant 

10 

17. Proced6 selon la revendication 16 caracterise en ce que le virus de la vaccine est 
la souche Modified Vaccinia virus Ankara (MVA) (ATCC No VR-1508). 

18. Procede selon la revendication 14 caracteris6 en ce que le virus est un 
15 orthomyxovirus, de preference le virus de la grippe. 

19. Procedd selon la revendication 14 caracterise en ce que le virus est un 
paramyxovirus, de preference choisi parmi le virus de la rougeole, le virus des 
oreillons et le virus de la rubeole. 

20 

20. Peptide ou proteine recombinante obtenue par la mise en oeuvre du procede de 
production selon les revendi cations 12 k 19. 

21. Vaccin anti-infectieux obtenu par la mise en oeuvre du procede de production 
25 selon les revendications 12 k 19 ou comprenant un peptide ou une proteine selon la 

revendication 20. 

22. Culture cellulaire caracteris6e en ce qu'elle comprend des cellules aviaires, 
souches, primaires ou di£Krenci6es, adherentes ou non adh6rentes, et un milieu 

30 aserique. 
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23. Culture cellulaire non adherente selon la revendication 22 presentant une densite 
cellulaire en milieu aserique superieure ou egale a 1 .10 6 cellules / ml. 

24. Utilisation d'une culture cellulaire selon les revendications 22 et 23, pour la 
production en milieu aserique de vaccins, de virus et de peptides ou de proteines 
recombinantes, de preference a visee therapeutique telles les anticorps. 
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Milieu Temoin HAMF12 10% SVF 




FIGURE 1A 
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FIGURE 1G 
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FIGURE II 
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HyQ PF Vero (Hyclone) 10%SVF 




FIGURE 1L 
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HAMF12, 0% SVF 




FIGURE 2A 
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FIGURE 2D 
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LCI 7 (Cambrex) 




FIGURE 4C 



EPISERF (In Vitrogen), 




FIGURE 4D 
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